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Imunohistochemicka verifikacia epigenetickej regulé&ie génov asociovanych
s karcinomom prsnika

Ivana Fridrichovd Ludovit Danihél, Vanda Repisk4
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Komenského, BratislayaUstav lekarskej bioldgie, genetiky a klinickej giiye Lekarska
fakulta Univerzity Komenského, Bratislava

Uvod

Nadorové ochorenia predstavuju I'k@ skupinu choréb s rdéznou lokalizdciou nédorov
a variabilnymi klinickymi prejavmi. Nadorového tki&o v porovnani normalnym vykazuje q@né
molekulové zmeny, ktoré umddju predovSetkym nekontrolované bunkové deleni® ajkdalSie
prejavy nadorového procesusenetické zmeny sekvenciach DNA (mutacie a polymorfizmy)
zaprtinuju expresiu zmenenych alebo skratenych génovpaalexpresia vobec nerealizuje,vedie
v kongnom désledku k produkcii nefutikych proteinov, alebo kich chybaniiEpigenetické
alteracie zahruju zmeny metylacie DNA v CpG regionoch a tiez nfi@dcie v komplexe histénov,
ktoré su piinou anomalnej expresie génov. To znamena, Ze bobkahuje v aktualnom stave
zmenené hladiny génovych produktov a vysledkomynamné naruSenie regulovaného bunkového
metabolizmu. V nadorovej bunke je fatalne najmi@neie expresie tumor supresorovych génov,
ktorych dlohou je zabranivzniku nddorov a tiez aktivacia onkogénov, ktoom prispievaju
k nadorovému procesu. Poznatky o epigenetickychnaote v nadoroch boli zosumarizované
viacerymi autormi (Jones a Baylin, 2002; Fragateles, 2005).

Zameranie Studie

V subore pacientok s karcinbmom prsnika sme sa raim@a 11 génov, ktoré maju CpG
ostrokeky v promoétoroch, preto su s vysokou pravdepodsttono epigeneticky regulované.
Inaktivacia tychto génov vedie k nezavislosti ragth signalov ESR1PGR RASSF1ASOCS1SYK
aAPQ alebo k invazivite buniek a vzniku metast&bH1, TIMP3, ADAM23 CXCL12aBRMS). V
karcindbmoch prsnika boli pozorované r6zne hladirgtytdcie uvedenych génovp predpoklada
rbzne stupne zniZzenej produkcie proteinovych primuk Estrogénovy recepton (ERa) je
hormonélne aktivovany jadrovy protein s funkcicanskrigného faktora, ktory kontroluje expresiu
inych receptorov rastovych faktorov, napriklad @stgronového receptoru (PGR) v normalnom
epiteli prsnika, preto epigeneticka deregulaciaer@izspie’ k vzniku nadoru (Lapidus a spol., 1996).
Izoforma A z rodiny 1 proteinov s RAS asociovanaménou, ktora je kodovar@RASSF1Aumor
supresorovym génom, patri do skupiny RAS efektoemulujdcich bunkova proliferaciu a apoptézu.
ZniZenie alebo strata expresie RASSF1A proteinalilobvaného v cytoplazme aj membrane moze
zaprEinit’ zlyhanie regulécie rastu nezavislého od uchyténigiek, inhibicie tvorby nadorov alebo
apoptoézy v rozlinych neopladziach (Damman a spol. 2001). Supregtkinovej signalizacie,
SOCSL1 protein, bol identifikovany ako negativny utétpr signalizacie prolaktinu v méreych
Zlazach mysSi (Lindeman a spol, 2001). Epigeneticlektivacia SOCS1génu v nadoroch prsnika
moZze zvyd proliferaciu epitelu a preZitie buniek ako odpdivea cytokiny a rastové faktory. Naopak,
zvySend expresia SOCS1 a SOCS2 proteinu v cytoplamdie k redukcii transformiaého a
metastatického potencidlu (Rottapel a spol. 20@8zinné tyrozin kinaza Syk je intracelularny
receptor, ktory je zahrnuty v bunkovej proliferadiferenciacii a fagocytéze. Stidie tohto proteinu
nazndili jeho supresivnu funkciu v tumorigenéze a tvorbetastaz, preto epigenetické vyradenie
relevantného génu mozZu prispi& agresivnejSiemu prejavu nadorového ochoreniaog@®an a
Mueller, 2006).APC gén koduje membranovy a cytoplazmaticky tumor esgmovy protein, ktory
(cinkuje ako antagonista Wnt signalnej drahy, v psocd bunkovej migracie a adhézie, aktivacii
transkripcie a apoptdze. Strata APC proteinu a s sfivisiaca zvySena hlading kateninu,
transkrigného aktivatora, ktord vedie s strate kontroly lowéko rastu, bola pozorovana aj v
nadoroch prsnika (Van der Auwera a spol., 2008§eth@ zmeny v kadherin - katenin adhéznych
komplexoch sa podfaju na iniciécii, progresii a metastdzovani nadotdembranovy protein pre



bunkovu adhéziu E-kadherin (produBDH1 génu) zabrguje invazii buniek a metastazovaniu. V
neinvazivnych aj invazivnych Stadiach nadorov estiola pozorovana variabilna strata expresie E-
kadherinu, ktord koreSpondovala s heterogenitowlate€ho profilu CDH1 génu (Graff a spol.,
2000). Tkanivové inhibitory metaloprotedz (TIMP)réhia extracelularnu matrix pred degradéciou
tymito proteazami. TIMP3 je vazobny protein pre nixaktory reguluje jej Struktdruiim ovplyuiuje
rast nddoru, angiogenézu, invazivitu a metastazevaetylacia prométordIMP3 génu a nasledna
znizena expresia cytoplazmatického proteinu prazfwnych duktalnych karcinbmoch asociuje s
vysokym gradingom a metastdzovanim v lymfatickyehinach (Lui a spol., 2005). ADAM rodina
zdruZuje povrchové proteiny ukotvené v bunkovej im&me a zaliiuje metaloproteazy, disintegrin,
oblasti bohaté na cystein, protein podobny epideendu rastovému faktoru, transmembranovd a
cytoplazmaticki doménu. ADAM23 ma typickd Struktatejto rodiny, avd38ak nema aktivnu
metaloproteazovd doménkn predpoklada jeho vyznamnu ulohu v bunkovej adhBgipermetylacia
ADAM23génu, znizena expresia mMRNA a relevantného proterelovala s poktdlejSimi Stadiami
ochorenia (Costa et al., 2004). Chemokin CXCL12teraguje s receptorom CXCR4 jéim
zabezpeuje adhéziu, proliferaciu a fyziologickl migraciuuriek.  V nadorovom tkanive je
sekretovany bunkami stromy. Bolo dokazané, Ze CXLClmoduluje metastaticky potencial v
karcinbmoch prsnika a metylacia relevantného g@melévala s histologicky pok&dym ochorenim,
pritomnogou metastdz a umrtim (Ramos a spol., 2010). NukeBRMS1 protein bol pdévodne
identifikovany ako inhibitor metastazovania prisoiko metastazujacich bunkovych liniach
odvodenych z nadoru prsnika, ktoré boli injikovaleénahych mysi. Epigenetick& inaktivAaBRMS1
génu bola pozorovand v primarnych nadoroch prsaikaetastazach z lymfatickych uzlin (Metge
a spol., 2008).

Imunohistochemicka metdda

Vzorky z nadorového tkaniva z prsnefazy boli fixované vo formaldehyde a nasledne
konvertne spracované a zaliate do parafinu. NasledneZalickov vypichnuté 3mm v priemere
velké vzorky pomocou prieraznika Harris Uni-Core (Sagklddrich, Steinheim, Germany), ktoré boli
nasledne zoradené do jedného parafinového bloklokll boli narezandnm hrubé rezy, ktoré boli
montované na podloZzné si#a. Po odparafinovani preparatov boli preparatyaapiuté vo
fosfatovom pufri (pH 7.2). Ako primarne protilatkyoli pouzité protildtky ADAM 23 (Abcam,
Cambridge, UK), BRMS1 (Abcam, Cambridge, UK), SOG8hcam, Cambridge, UK, Syk (Abcam,
Cambridge, UK), TIMP 3 (Abcam, Cambridge, UK), ARGcam, Cmabridge, UK, RASF1 (Abcam,
Cambridge, UK), Cdh 1 Ab-1 (Thermo Scientific, Fary USA), CXCL 12 (Life Span BioSciencis).
TaktieZ boli pouZité protilatky proti estrogénovémyrogesteronovému receptoru (Dako, Glsotrup),
Denmark). Preparaty boli inkubované s primarnymbtitadtkami poda néavodu vyrobcu. Na
vizualizaciu sme pouzili En Vision systém s chremovperoxidazou, ako chromogén roztok
diaminobenzidinu.  Preparaty boli dofarbené herydin-eozinom. Preparaty boli prikryté krycim
sklickom za pomoci Solakrylu. VSetky preparaty boli uy8eé vo svetelnom mikroskope Nikon,
Eclipse E 400, Japan.

Predbezné vysledky

V rdéznych typoch nadorov boli najdené variabilnétyte€né profily v prométorovych
oblastiach nadorovo asociovanych génov. Vysledi§emmych epigenetickych Stuadii v nadorovych
tkanivach ukéazali, Ze hypermetylacia DNA v tumopmasorovych génoch je nadorovo Specificka a
mohla by slU#i na rozpoznavanie nadorovych buniek (Duffy a K009). Zati#i vSak nie je mozné
posudi’, aka hladina DNA metylacie a metylacia ktoréhddeg promatorovej sekvencie v nadorovo
Specifickych génoch je kauzalna pre patologicky mamné zniZzenie expresie génu a naslednej
produkcie proteinu. Z tohto ptddu prinest podrobnejSie Studie hladiny metyladiAR lokalizacie
metylovanych cytozinov vo v¥ahu k imunohistochemicky stanovenou expresiou aglych
proteinov nové poznatky o biolégii nadoro¥p méze pomdt vyvoju novych diagnostickych
postupov a cielenejSej tibe. V naSom laboratodriu v &isnosti analyzujeme 11 proteinov a doterajSie
vysledky poukazuju na variabilitu expresie skimdmgeoteinov v nadorovom tkanive u pacientok s
karcinomom prsnikaProteinové expresie budeme koreldwametyl&nymi profilmi v nadorovom
tkanive a klinickymi udajmi. Na obrazku 1. si uvedepriklady imunohistochemickej analyzy
duktalneho karcinbmu prsnika.



Obril
A. Duktalny karcinom prsnika, vyrazna pozitivita reigks protilatkami proti TIMP3, z¥&enie 350x
B. Duktalny karcinom prsnika, negativita reakcie atipaitkami proti ADAM 23, zvéSenie 400x
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